多发性骨髓瘤(multiple myeloma，MM)是一种恶性浆细胞克隆增殖性疾病，以单克隆免疫球蛋白或其片段异常增多引起骨破坏、肾损害等一系列临床症状为主要特征。目前，免疫固定电泳(IFE)及血清蛋白电泳(SPE)是鉴定M蛋白及分型的标准方法，但都存在一定的缺陷[@b1]。国外最近研发的单克隆免疫球蛋白重／轻链(heavy/light chain, HLC)是一种新的检测指标，通过特异性识别每个免疫球蛋白分子重链和轻链结合的恒定区域，定量检测并区分免疫球蛋白及其轻链类别，得出免疫球蛋白κ和λ的浓度及比值(HLC ratio，rHLC）[@b2]。有研究者发现HLC检测可作为IFE的补充，用于MM患者M蛋白的定量及微小残留病(MRD)的监测，帮助判断其预后和疗效[@b3]。在本研究中我们以IgG型MM患者为研究对象，观察在SPE和IFE示M蛋白阴性及临床疗效评价为完全缓解(CR)时患者血清HLC及游离轻链(free light chain，FLC)的表达水平，评估HLC在MM患者疗效评价中的敏感性和准确性。

病例和方法 {#s1}
==========

1．研究对象：选取2013年1月至2014年3月我院收治后达到CR的IgG型MM患者20例，诊断及疗效判断符合《中国MM诊治指南（2013年修订）》标准。CR：血清和尿IFE示M蛋白阴性，软组织浆细胞瘤消失，骨髓中浆细胞比例\<0.050。复发：血、尿IFE示M蛋白阳性，骨髓中浆细胞比例≥0.050，出现新的溶骨病变或软组织浆细胞瘤或残留骨病变扩大，或排除其他原因引起的高钙血症加重，以上任一项。20例患者中男、女各10例，中位年龄56(35\~70)岁。M蛋白类型：IgGκ轻链型12例，IgGλ轻链型8例。Durie-Salmon分期：ⅡA期3例，ⅢA期12例，ⅢB期5例。ISS分期：Ⅰ期6例，Ⅱ期6例，Ⅲ期8例。

2．HLC检测试剂与仪器：人重链IgG κ/λ检测试剂盒、轻链κ/λ检测试剂盒、样本稀释液Ⅱ、全自动SPAplus特定蛋白分析仪均购自英国The Binding Site Group Ltd公司。重链试剂批号：IgG κ 330572A，IgG λ 330574A；轻链试剂批号：κ 337889B，λ 337891B。

3．检测方法：分别用真空分离凝胶促凝剂管采集患者空腹静脉血3\~5 ml，1 600×*g*离心10 min，取上层血清分装入EP管后迅速保存于−20 °C待测，检测前室温解冻，统一用SPAplus特定蛋白分析仪定量检测HLC IgGκ和IgGλ及FLC κ和λ。按照试剂盒说明书进行操作，采用免疫透射比浊法定量检测HLC和FLC。根据检测结果分别计算出rHLC（IgGκ/IgGλ比值）和rFLC (FLC κ/λ比值)。

正常值参考范围参照试剂盒说明书。HLC正常值参考范围\[根据126名正常人（年龄范围20\~70岁）的血清样本检测的IgGκ、IgGλ正常值（95%可信区间）\]:IgGκ 3.84\~12.07 g/L，IgGλ 1.91\~6.74 g/L，中位rHLC为1.74 (1.12\~3.21)；FLC正常值参考范围\[根据282名正常人（年龄范围20\~90岁）的血清样本检测的FLC正常值（95%可信区间）\]：FLC κ 3.30\~19.40 mg/L，λ 5.71\~26.30 mg/L，中位rFLC为0.60(0.26\~1.65)。在本研究中，正常值范围参照国外标准，并在20名中国健康对照者中验证后确定如下：rHLC\>3.21为κ单克隆，rHLC\<1.12为λ单克隆；rFLC\>1.65为κ单克隆，rFLC\<0.26为λ单克隆。

结果 {#s2}
====

1．血清HLC及FLC检测结果：20例IgG型MM患者结果详见[表1](#t01){ref-type="table"}。所有患者同期SFE及IFE检测M蛋白均为阴性，临床疗效评估为CR，但通过HLC及FLC方法仍有部分患者可检出比例异常。结果显示20例患者中，rHLC正常者14例，异常者6例（同期rFLC正常，IgGκ、IgGλ型各3例）；rFLC正常者17例，异常者3例（同期rHLC正常，IgGκ 2例，IgGλ 1例）；rHLC和rFLC均正常者11例（IgGκ 6例，IgGλ 5例）。

###### 20例多发性骨髓瘤患者达到完全缓解后的血清免疫球蛋白重/轻链(HLC)、血清游离轻链(FLC)表达水平

  例号   性别   年龄（岁）   M蛋白类型   DS分期   ISS分期   HLC（g/L）   FLC（g/L）                             
  ------ ------ ------------ ----------- -------- --------- ------------ ------------ --------- ------- ------- ---------
  1      男     70           lgG-κ       ⅢA       Ⅰ         9.28         2.09         4.45^a^   12.31   9.78    1.26
  2      男     68           IgG-λ       ⅢB       Ⅲ         8.92         5.82         1.53      75.13   49.40   1.52
  3      女     68           IgG-λ       ⅢB       Ⅲ         3.28         3.19         1.03^a^   80.42   83.21   0.97
  4      男     54           IgG-λ       ⅡA       Ⅰ         2.09         2.40         0.87^a^   9.31    9.67    0.96
  5      男     65           IgG-λ       ⅢA       Ⅰ         7.73         2.64         2.93      29.22   19.83   1.47
  6      女     50           IgG-λ       ⅢA       Ⅱ         5.88         3.81         1.54      10.68   14.15   0.75
  7      男     62           lgG-κ       ⅢA       Ⅰ         5.27         3.85         1.37      9.69    12.58   0.77
  8      女     41           lgG-κ       ⅡA       Ⅱ         6.33         3.22         1.97      6.50    11.34   0.57
  9      女     41           lgG-κ       ⅡA       Ⅰ         7.63         4.92         1.55      10.00   13.90   0.72
  10     女     53           lgG-κ       ⅢB       Ⅲ         4.76         2.71         1.76      14.43   8.35    1.73^a^
  11     女     56           lgG-κ       ⅢA       Ⅲ         1.59         1.19         1.33      36.24   6.10    5.94^a^
  12     女     49           lgG-κ       ⅢA       Ⅲ         5.05         2.13         2.37      30.00   13.01   2.31^a^
  13     男     40           lgG-κ       ⅢB       Ⅱ         5.08         1.50         3.40^a^   6.16    8.71    0.71
  14     女     61           lgG-κ       ⅢA       Ⅱ         3.52         2.06         1.71      6.11    6.06    1.01
  15     女     52           lgG-κ       ⅢA       Ⅰ         4.56         2.21         2.06      5.29    6.44    0.82
  16     男     61           IgG-λ       ⅢA       Ⅱ         10.34        5.31         1.95      37.46   60.12   0.62
  17     男     35           IgG-λ       ⅢA       Ⅲ         7.61         3.81         1.99      9.88    11.00   0.90
  18     男     56           IgG-λ       ⅢA       Ⅲ         3.01         4.41         0.68^a^   7.45    15.38   0.48
  19     女     62           lgG-κ       ⅢA       Ⅱ         9.54         3.17         3.01      16.07   18.21   0.88
  20     男     60           lgG-κ       ⅢB       Ⅲ         18.08        4.47         4.05^a^   42.78   36.06   1.19

注：DS分期：Durie-Salmon分期；ISS：国际分期体系；a：比值异常

2．治疗及疗效：中位随访时间为18个月。6例rHLC异常患者中，4例分别接受自体干细胞移植、PAD（硼替佐米+阿霉素+地塞米松）或TAD（沙利度胺+阿霉素+地塞米松）方案等进行治疗（1例复发，无病生存时间为9.0个月），其余2例未予治疗（均复发，无病生存时间均为3.0个月）。3例rFLC异常患者中，2例接受PAD方案治疗（均未复发），其余1例未予治疗（复发，无病生存时间为1.5个月）。11例rHLC和rFLC均正常者未接受干预治疗（3例复发，无病生存时间分别为3.5、5.0、5.5个月）。

讨论 {#s3}
====

近年来，随着实验室检测手段及临床新药疗效的不断提高，MM患者的缓解质量也在不断改善，对M蛋白检测敏感性的要求也越来越高[@b4]。而疾病的复发、进展一直是MM患者临床治疗中备受关注的问题，需要早期诊断及干预来改善预后，由此可见，MRD监测在MM患者的疗效评估及预后提示中具有非常重要的作用，也是决定干预时机的关键[@b5]。因此，在本研究中我们选择治疗后临床疗效评估为CR的IgG型MM患者，分析HLC在IgG型MM患者疗效评价中的敏感性。尽管血清和尿IFE已经取代SPE成为更敏感的金指标，但在M蛋白定量方面，这两种方法均存在不足。当M蛋白水平较低时，M蛋白峰可能会与血清正常成分的电泳条带重合，干扰M蛋白的检出。如在SPE中，M蛋白可以出现在a\~g间的任何区带，有时会被一些大蛋白如a2区的触珠蛋白、b区的转铁蛋白和补体3等遮盖。已有研究报道，46%的IgA型MM患者和4%的IgG型MM患者可出现这一问题[@b6]--[@b7]。因此，当小分子的M蛋白与正常血清成分重叠时，很难进行精确的定量和区分。虽然免疫比浊法可以帮助我们进一步检测和分析低水平的M蛋白，但由于正常的多克隆免疫球蛋白背景仍然存在干扰，血清蛋白浓度多趋于正常，此时的检测结果往往不够准确。最近，Bradwell等[@b8]开发了一种新型的抗血清试剂，可特异识别每一个免疫球蛋白分子上重链和轻链结合恒定区的独特抗原决定表位，有助于排除M蛋白测定中的背景干扰，实现更精确的定量检测。

我们的研究结果显示，临床疗效达到CR的20例MM患者中仍可检出rHLC异常者6例(30.0%)、rFLC异常者3例(15.0%)，提示CR的MM患者体内仍然存在免疫球蛋白的异常克隆，但需要更敏感的指标进行监测，这与国外观点一致[@b6]。本研究中rHLC异常的6例患者rFLC正常，而rFLC异常的3例患者rHLC正常，提示rHLC和rFLC均具有高敏感性，可作为互补，联合用于MM患者MRD的监测。FLC半衰期只有2～4 h，且95%的MM患者会产生过多的血清FLC，因此FLC已经成为早期疗效及疾病复发的敏感指标，rFLC也已被国际骨髓瘤工作组列为严格意义的CR(strict complete remission，sCR)评估指标之一[@b9]。而对于IgG型MM患者，由于HLC检测不受IgG半衰期影响，可避免正常IgG在缓慢代谢过程中对血清样本的干扰，从而更好地区分异常克隆[@b3]。

我们结合患者临床疗效随访分析发现，未接受干预治疗的rHLC和rFLC正常者复发率明显低于rHLC异常未治疗者，无病生存时间也长于后者，rHLC异常并接受干预治疗者复发率比未治疗者低且无病生存时间长，rFLC异常并接受干预治疗者复发率亦明显低于未治疗者。研究结果提示rHLC、rFLC异常可提示患者预后不良，而早期进行干预治疗或可改善其临床疗效，延长无病生存时间。近期有研究者报道对37例移植后CR的MM患者采用HLC检测进行MRD监测，结果显示虽然HLC检测值接近正常，但其rHLC与患者预后具有良好的相关性，因此认为rHLC用于MRD监测，对患者临床疗效的评估更为准确[@b10]--[@b11]。进一步研究显示，MM患者达到sCR后，rHLC异常的出现早于FLC及IFE异常出现的中位时间，为5.5个月[@b5]。Katzmann等[@b12]对1 384例意义未明单克隆免疫球蛋白血症(MGUS)患者进行包括HLCκ、λ、血清M蛋白水平、重链类型及FLC的多因素分析，发现rHLC异常是MGUS患者疾病进展的独立危险因素，提示rHLC检测在评估MGUS疾病发展中有重要的作用。

总之，HLC是具有高灵敏度、高特异性的检测方法，在MM患者疾病达到CR，甚至sCR时，仍能检出残留的异常克隆的免疫球蛋白，精确地定量低M蛋白水平。同时鉴于FLC同样具有的高敏感性，以及部分MM患者疾病进展时可能出现的M蛋白类型及特性改变，我们推荐联合HLC与FLC检测进行MM患者疾病的鉴别诊断、临床疗效评估及MRD监测，对于低M蛋白水平的MM、冒烟型骨髓瘤及MGUS患者的疾病检测亦尤为重要。在本研究中我们的结果显示rHLC、rFLC异常可提示患者预后不良，早期干预可改善其临床疗效、延长无进展生存时间。因此我们相信，HLC检测技术有助于进一步提高恶性浆细胞疾病患者早期诊断的准确性，如何早期干预，未来仍有待进一步扩大样本量进行前瞻性临床试验研究，延长随访时间以明确。
